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研究成果の概要（和文）： 
  造血幹細胞移植後の移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）におけるＮＫ細胞とＮｏｔｃｈシグナルの
関係を明らかにする目的で研究を行った．ヒト臍帯血中のＣＤ３４陽性細胞をＮｏｔｃｈリガ
ンドで刺激することにより，機能的に成熟したＮＫ細胞を誘導した．また同種移植ＧＶＨＤマ
ウスモデルを構築し，Ｎｏｔｃｈ刺激で誘導したマウスＮＫ細胞を輸注することにより，ＧＶ
ＨＤが軽減される傾向を見出した．造血幹細胞移植後患者のＮＫ細胞上にＮｏｔｃｈ１分子が
強く発現し，また移植片対宿主病の標的である腸管にはＮｏｔｃｈリガンドであるＪａｇｇｅ
ｄ１が発現していた．これらの結果から，Ｎｏｔｃｈシグナルを介して成熟したＮＫ細胞がＧ
ＶＨＤの制御に関わる可能性を見出した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The purpose of our study is to clarify roles of Notch signal of NK cell in 
graft-versus-host disease (GVHD) after hematopoietic stem cell transplantation.  
Functionally mature NK cells were induced from human cord-blood CD34-positive cells 
by stimulation with Notch ligand.  We established allogeneic stem cell 
transplantation GVHD model.  Diminishment of GVHD was observed when 
Notch-induced NK cells were transfused into the recipient.  It is revealed that NK 
cells of patients after hematopoietic stem-cell transplantation expressed Notch1 and 
intestinal epithelial cells, which are targets of GVHD, expressed Notch ligand, Jagged1.  
This result suggests the relation between Notch signal of NK cell and GVHD. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 １，０５０，０００ ３１５，０００ １，３６５，０００ 
２０１０年度 ９５０，０００ ２８５，０００ １，２３５，０００ 
年度    
年度    
  年度    
総 計 ２，０００，０００ ６００，０００ ２，６００，０００ 
 
 
研究分野：血液内科学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・血液内科学 
キーワード：Ｎｏｔｃｈ１，GVHD，NK 細胞 
 
 
 
機関番号：１２１０２ 
研究種目：研究活動スタート支援 
研究期間：２００９〜２０１０ 
課題番号：２１８９００２７ 
研究課題名（和文） 造血幹細胞移植におけるＮｏｔｃｈシグナルとＮＫ細胞の機能解析 
                     
研究課題名（英文） Analysis of the role of Notch signal of NK cell in hematopoietic 
stem cell transplantation 
 
研究代表者  栗田 尚樹（KURITA NAOKI） 
筑波大学・附属病院・病院講師  
 研究者番号：３０５５５５６１ 
 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 造血幹細胞移植は，造血器腫瘍に対して現
在確立している唯一の幹細胞療法であり，最
も強力な治療である．造血幹細胞移植の際，
ドナーＮＫ細胞上の抑制性受容体（ＫＩＲ）
とレシピエント細胞上のＭＨＣ class I の
不適合によりドナーＮＫ細胞に同種免疫反
応が惹起できた場合，レシピエント腫瘍細胞
に対するドナーＮＫ細胞の移植片対腫瘍（Ｇ
ＶＴ）効果により移植後の再発が抑制される．
またドナーＮＫ細胞がレシピエント抗原提
示細胞を破壊することにより移植片対宿主
病（ＧＶＨＤ）の発症が抑制されると考えら
れている．Ｎｏｔｃｈシグナルカスケードが
ＧＶＴ効果およびＧＶＨＤの制御に重要な
役割を担っている可能性が高い． 
 
 
２．研究の目的 
 
  本研究では，同種造血幹細胞移植後のＧＶ
ＨＤおける，ＮＫ細胞とＮＫ細胞のＮｏｔｃ
ｈシグナルの役割を，同種造血幹細胞移植マ
ウスモデルを用いて明らかにする．さらにＧ
ＶＨＤを発症したヒト検体を用いて，ＮＫ細
胞とＮｏｔｃｈ分子の関連を確かめる． 
 
 
３．研究の方法 
  
(1) ヒト臍帯血よりＣＤ３４陽性細胞をフ
ローサイトメトリー法により分離し，Ｎｏｔ
ｃｈリガンドであるＤｅｌｔａ４を用いて
同細胞を刺激し，Stem cell factor, 
Flt3-kinase リガンドおよびＣＤ１７の存在
下に培養することで，ＮＫ細胞の分化誘導を
行った．またそれらの誘導されたＮＫ細胞を
用いて，Ｋ５６２細胞株およびＪｕｒｋａｔ
ｔ細胞株に対する細胞傷害活性を定量化す
ることで，誘導されたＮＫ細胞の機能的解析
を行った． 
 
(2) 致死量の放射線を照射したＢＡＬＢ／
Ｃマウスをレシピエントとし，Ｃ５７ＢＬ６
マウスをドナーとして造血幹細胞を移植す
ることで，同種造血幹細胞移植マウスモデル
を作成し，ＧＶＨＤを観察できる系を構築し
た．更にそれらのマウスモデルを用いて，ド
ナーマウスのＣＤ３４陽性細胞からＮｏｔ
ｃｈ刺激を用いて誘導したＮＫ細胞をレシ
ピエントマウスに輸注した後にＧＶＨＤの
程度の変化を観察し，コントロールマウスと
比較した． 
 
 
(3) フローサイトメトリー法によるマルチ
カラー解析を用いて，造血幹細胞移植後にＧ
ＶＨＤを発症した患者末梢血中のＮＫ細胞
に対し，それらの細胞表面上に発現するＮｏ
ｔｃｈ分子の発現を解析した．またＧＶＨＤ
の主な標的組織である皮膚，肝臓，腸管にお
いて，Ｎｏｔｃｈリガンドの発現を免疫組織
染色の手法を用いて解析した． 
 
 
 
４．研究成果 
 
 (1) ヒト臍帯血ＣＤ３４陽性細胞からの，
Ｎｏｔｃｈシグナルを用いた成熟ＮＫ細胞
の誘導 
 
  ヒト臍帯血からフローサイトメトリー法
を用いてＣＤ３４陽性細胞を分離し，Ｎｏｔ
ｃｈリガンドであるＤｅｌｔａ４をプレー
トコートし, Stem cell factor, Flt3-kinase
リガンドおよびＣＤ１７を添加して培養し
たところ，３週間後にＣＤ５６陽性分画であ
るＮＫ細胞が分化誘導された（Fig.1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 ヒト臍帯血ＣＤ３４陽性細胞からの
ＮＫ細胞の誘導 
 
 
  また臍帯血から誘導されたＮＫ細胞は，細
胞傷害活性の解析を行ったところ，Ｋ５６２
およびＪｕｒｋａｔｔ細胞株に対して，ヒト
末梢血から採取したＮＫと同程度の細胞傷
害活性を有しており，機能的にも成熟したＮ
Ｋ細胞であることが示された（Data not 
shown）． 
 
  以上のことから，ＮＫ細胞の分化成熟には
Ｎｏｔｃｈシグナルが重要であることが示
唆された．これらの結果は，将来的にＮｏｔ
ｃｈシグナルを用いてドナーよりヒトＮＫ
細胞を誘導し，同種移植後のレシピエントに
輸注することでＧＶＨＤやＧＶＴ効果を制
御することを可能とする重要な基礎データ
となると考えられる． 
 
 
 
(2) マウスＧＶＨＤモデルの構築および，Ｎ
ｏｔｃｈで誘導されたマウスＮＫ細胞によ
るＧＶＨＤの制御 
 
  同様の手法を用いてマウスＣＤ３４陽性
細胞にＮｏｔｃｈシグナル刺激を行い，マウ
ス成熟ＮＫ細胞を誘導した． 
  次に同種異型マウス造血幹細胞移植モデ
ルを構築した．致死量放射線を照射したＢＡ
ＬＢ／Ｃマウス（Ｈ２－ｄ）をレシピエント
とし，ドナーとしてＣ５７ＢＬ６マウス（Ｈ
２－ｂ）の大腿骨から骨髄細胞を採取し，骨
髄細胞中のＴ細胞を抗ＣＤ３抗体を用いた
磁気ビーズにより除去し，フローサイトメト
リーを利用したセルソーティングにより高
度に純化した造血幹細胞であるＣＤ３４陰
性 c-kit 陽性 Sca-1 陽性 Lin 陰性細胞を尾
静脈より移植する系を作成した．この系では
主要組織抗原が異なる系である為に，急性Ｇ
ＶＨＤが引き起こされマウスは死亡する系
であるが，Ｔ細胞除去を行うことによって急
性ＧＶＨＤの程度は軽減され観察期間は延
長する．この系に試験管内でＮｏｔｃｈリガ
ンド（Ｄｅｌｔａ４−Ｆｃ）の刺激により分
化誘導したＮＫ細胞を投与した．この系にお
いてドナー細胞と投与したＴ細胞をレシピ
エント中で区別する為に，Ｌｙ５コンジェニ
ックマウスの系を用いた（ドナー骨髄細胞：
Ｌｙ５．２，Ｔ細胞またはＴ前駆細胞：Ｌｙ
５．１）．これにより移植後のＴ細胞系の再
構築の過程をＦＡＣＳ解析によりリアルタ
イムで観察する事が可能となった． 
  この系において，レシピエントにＮｏｔｃ
ｈシグナルを用いて誘導したドナーＮＫ細
胞を輸注したレシピエントマウス，およびコ
ントロールとして，ＮＫ細胞を輸注しなかっ
たレシピエントマウスのＧＶＨＤの程度を
比較した．その結果，ＮＫ細胞を輸注したレ
シピエントマウスにおいて，ＧＶＨＤが軽減
される傾向にあった（Data not shown）．今
後はマウスの匹数を増やして結果の再現性
を検討し，またＮＫ細胞を輸注したレシピエ
ントマウスに対し，Ｎｏｔｃｈに対する中和
抗体を投与することで，ＮＫ細胞によるＧＶ
ＨＤの軽減が相殺されるか否かを解析する． 
  またマウス悪性腫瘍細胞であるＢ６ＲＶ
２をマウス皮下へ移植し，腫瘍径の経時的計
測することにより移植片対腫瘍効果を観察
するモデルを構築した．将来的には，この系
に対し，Ｎｏｔｃｈシグナルにて誘導された
ＮＫ細胞を投与した後に腫瘍の大きさを観
察し，Ｎｏｔｃｈシグナルで誘導されたＮＫ
細胞によるＧＶＴ効果を解析する予定であ
る． 
 
 
 
(3) ヒト同種移植後の検体を用いたＮＫ細
胞上のＮｏｔｃｈ分子の発現解析およびＧ
ＶＨＤ標的組織上のＮｏｔｃｈリガンドの
発現解析 
 
  造血幹細胞移植後の患者末梢血検体を用
い，フローサイトメトリーを用いてＮｏｔｃ
ｈ分子の発現を解析した．その結果，造血幹
細胞移植後患者のＮＫ細胞上にＮｏｔｃｈ
１が発現していることを見出した（Fig.2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 同種移植後の患者末梢血ＮＫ細胞に
おけるＮｏｔｃｈ１分子の発現 
 
 
  またマウスおよびヒトの腸管上皮細胞に
おいて，ＮｏｔｃｈリガンドであるＪａｇｇ
ｅｄ１が発現することを，免疫染色の手法を
用いた解析により見いだした（Fig.3）．しか
し他のＮｏｔｃｈリガンド（Ｄｅｌｔａ１，
４およびＪａｇｇｅｄ２）の発現を認めなか
った（data not shown）．また，免疫組織学
的な解析で，ＧＶＨＤを生じている組織にお
いて，ＮＫ細胞が集簇している像を観察した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3 同種移植後の腸管上皮におけるＪａ
ｇｇｅｄ１の発現 
 
 
 
  これらの結果より，造血幹細胞移植後のＮ
Ｋ細胞が，Ｎｏｔｃｈ分子を介して分化成熟
し[研究（１）]，標的臓器の細胞とのインタ
ラクションを経て[研究（３）]，ＧＶＨＤを
制御している[研究（２）]可能性が示唆され
た． 
今後は，ＮＫ細胞によるＧＶＨＤ制御の分
子学的機構，およびＧＶＴ効果に対するＮＫ
細胞およびＮｏｔｃｈシグナルの役割の解
明を目的として解析を続ける予定である． 
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